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 دهیچک

ارزشاقتصادیاهی(گCarya illinoensisپکان)یگردو ازتکنیبا استفاده ریدرتکثیادیزازدیریهاکیبالااست.

کشتبافتگردو،درسازی¬نهیموثرخواهدبود.بهمنظوربهاریگردوبسکنواختیبرترهای¬پیارقاموژنوتیشیرو

،یساز-.جهتسترونافتندیانتقالشگاهیوبهآزمایازتازهدرختگردورقمپکانجداسهای¬پژوهشسرشاخهنیا

کیدریسترونسازماریمختلفانجامشد.ششتیمارهایبااعمالتشیسهآزمایبدنزایی¬نیوجنزایی¬کالوس

بهDKWکشتطیبهکالوسمحیابیدرنظرگرفتهشد.جهتدستقیتحقنیایتکراربرا4بایکاملاتصادفطرح

یدرقالبطرحکاملاتصادفلیفاکتورشیآزماکیدرزایی¬کالوسماریت8درنظرگرفتهشد.هیپاکشتطیعنوانمح

وTDZازیمتفاوتباتیترکم،یمستقریغیکیسوماتزایی¬نیبهجنیابیقرارگرفتند.جهتدستیتکرارموردبررس4در
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مدت20میسدتیپوکلریه،سازی¬سترونیمارهایت به الکلقهیدق%5 با مدت70همراه به عنوانهیثان%15 به را

5/0وD-2،4تریگرمدرلیلیم3کهباDKWکشتطینمود.محیمعرفها¬زنمونهیریسترونسازیبراجهینتنیبهتر

کرومولاریم6درمقدارTDZبههمراهداشت.ییرادرکالوسزاجهینتنیشدهبودبهترلیتکمNAAتریگرمدرلیلیم
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 مقدمه

گردوهایی که در نقاط گردو خیز ایرران کاشرته   

هستند.  Juglans اند از گونه گردوی معمولی یا شده

 Carya برا نراع میمری    "گردوی آمریکایی"کان یا پ

illinoensis  برره خررانواده Juglandaceae    تعیرر

از بهترین  باشد ومیداشته و بومی آمریکای مرکزی 

انواع گرردو بررای منراگ  گرمسریری اسرت کره در       

در برخری   .کندمناگ  گرع و با رگوبت بالا رشد می

از ارقاع پکان، میزان اسید اولئیک بریش از دو برابرر   

-درصرد مری   ۷5گردوی معمولی بوده و به بیش از 

ا رتبره سروع سر      ایران پس از چین و آمریک رسد.

 در جهرران داراسررت زیررر کشررت و تولیررد گررردو را

(FAOSTAT, 2014)   میزان تولید گرردو در کشرور .

هرزار   1۷0هزار تن و س   زیر کشرت   265بالغ بر 

باشد )آمارنامره وزار  جهراد کشراورزی،    هکتار می

1399.) 

، متاسراانه  گرردو رغر  اهمیرت اقتدرادی    میری 

انرد و مصدرول   نیافتهروشهای م یوب تکثیر توسعه 

باشد که این امرر از  گردو در کشور غیریکنواخت می

دلایل سه  کمتر در صادرا  ایرن مصدرول اسرت.    

-گیاهی سخت ریشه زا است و تکثیرر واریتره  گردو 

هررای مختیرر  آن از گریرر  روشررهای متررداول     

ازدیاد بره روش جنسری برا     غیرجنسی مشکل است.

گیراه   ک  مشکلاتی نظیر تارق صاا ، حدول تعداد

 در. مواجره اسرت  تنوع بالای نترا    و همچنینسال  

بیماریهررای نیررز تکثیررر رویشرری روشررهای معمررول 

توانند از نسیی به نسل دیگرر  میکروبی به راحتی می

اسرتااده از روشرهای کشرت    بنرابراین   ،منتقل شروند 

هرای  واریتره بافت و ریزازدیادی بررای تولیرد انبروه    

کرره از لصررا   وی گررردبررالا بنیررهسررال  و نیررز بررا  

باشرند ررروری    یکنواخرت مورفولوژیک و ژنتیکی 

 . (Bagheri et al., 2009باشد )می

کشت بافرت گیراهی نقرش اساسری در بهبرود      

ژنتیکی گیاهانی دارد که به روش غیرجنسری تکثیرر   

هرای ریزازدیرادی   جنین زایری از تکنیرک   .می یابند

است که کشت یکنواخت و حذف مشکلا  ریشره 

تولید ریشه و ساقه از جنرین را ممکرن   زایی توسط 

  .(Tahami et al., 2016)سازد می

های کشت پایه برای گیاه گرردو  در میان مصیط

تررین  مترداول  DKWساده و نیرز   MSمصیط کشت 

باشند. گردوی ایرانری نیراز بره    های کشت میمصیط

های برالا دارد و مصریط   مصیط کشت غذایی با نمک

از این لصا  مناسب است. این مصیط  DKWکشت 

بوده  MSکشت در میزان نیتروژن شبیه مصیط کشت 

ترر  قروی   MSولی در بعضی از اجزا از مصیط کشت

 ;Sadata & Hennerty 2002)اسررررت 

Payghamzade & Kazemi Tabar, 2010).   

گرردوی   ریزازدیرادی  خدرو   تصقیقراتی در 

 و تمرایز  زایری،  کرالو  اسرت.   شرده  انجراع  ایرانی

را .( Juglans regia L) ایرانی گردوی ریزازدیادی

 مصریط  در که قرار دادند و بیان نمودند بررسی مورد

-3-نردول یا هورمرون  کاربرد با همراه WPM کشت

 براززایی  و ۷0 ریشره  باززایی (IBA) دیاس کیریبوت

 هورمرون  از استااده بدون و درصد 60 ساقه تمایز یا

برود و نترای     سراقه  و ریشه برای درصد 50 از کمتر

 هورمرون  از اسرتااده  کره  کررد  این تصقی  مشرخ  

IBA مناسرب  گرردو  جنین ریزازدیادی بهبود جهت 

 .(Mostafavi et al., 2009)باشد می

 پرآوری بر کشت مصیط نوع تأثیر در بررسی

 از کالو  تولید ای برایشیشه درون کشت در گردو
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 لیتر در گرعمییی 9 و 6 ، 3 های غیظت با MS مصیط

 BAP لیتر در گرعمییی 4 همراه به IBAشرد  استااده 

 گرع مییی 6به مربوط زاییکالو  میزان بیشترین که

برود    IBA لیتر در گرعمییی 4 با همراه BAP لیتر در

(Hajhasani et al., 2018). 

 و بدسرت  زایری جنرین  برا  ارتباط مصققان در

 س وح دارتااو  معنی  گردو گیاه از کالو  آوردن

 مصریط  در را گزارش کردنرد.  NAA و BA مختی 

 همراه به لیتر بر گرع مییی 2/5 حاوی DKW کشت

 DKW کشرت  مصریط  و BA لیترر  برر  گرعمییی یک

 در مصریط  و تنهرایی  بره  لیتر بر گرعمییی 2/5 حاوی

 همرراه  بره  لیترر  بر گرعمییی 1 حاوی DKW کشت

 تیمراری  ترکیرب  بهترین NAA لیتر بر گرعمییی یک

در .(Tahami et al., 2016)بود  زاییکالو  برای

 مصیی کاغذی زایی گردویریشه بررسی تصقیقی با

 نقرش  زنری قیمه روش در IBA نشان دادند که تیمار

 داشرت،  ریشره  پریموردیروع  اولین ظهور در موثری

 اولرین پریموردیروع   ظهرور  روی D-2,4 تیمرار  ولی

 همچنرین . نرداد  نشران  خرود  از چندانی تاثیر ریشه،

 افررزایش موجررب دو هررر IBA و D-2,4تیمارهررای 

 هرای قیمره  بقرای  درصرد  افرزایش  و چه ریشه گول

 Zaker Bostan Abad et)گردیدنرد  شرده  دارریشره 

al., 2012) . 

 یهاکننده یتنظ و کشت طیمص ریتأثدر بررسی   

 Myrtus دارویی اهیگ یریزازدیاد بر رشد

communis L.  مصیط کشتDKW  را مصرک

تولید بیشترین ریشه اصیی و فرمی دانستند که 

امکان دستیابی به مناسبترین روش ریزازدیادی را 

. (Mirjani & Emam, 2021)سازد فراه  می

-ررسی تاثیر ریزنمونه و س وح مختی  هورمونب

جهت القای کالو  در گیاه  D_2,4 و NAA های

ایی در زکه بیشترین درصد کالو  ندسویا نشان داد

کمترین زمان ممکن مربوط به مصیط کشت حاوی 

مییی گرع  4و  NAA مییی گرع در لیتر هورمون 4

 Nejati Saravi) بوده است  D_2,4در لیتر هورمون

et al., 2018).  ترکیبی از سه هورمون در پژوهشی

BA ،Kin  و نیزGA3 زایی در گردو را برای جنین

 در بررسی .(Kaur et al., 2006) پیشنهاد داده اند

 کشت مصیط روی(  Z63 و Z60) گردو  ژنوتیپ دو

 در گرعمییی 0/6 دارای DKW) پرآوری

 گول متر سانتی 5-6 دارای که(  BA لیترهورمون

 هر DKW و MS پایه کشت مصیط دو از بودند

 استااده زاییریشه برای مناصر غیظت 4/1 با کداع

 چهار در NAA هورمون با همراه هامصیط این. شد

 همراه لیتر در گرعمییی(  4 و 3 و 2 و 1)  غیظت

 قرار بررسی مورد ریشه القای مرحیه برای شاهد با

 میزان غیظت افزایش با DKW در مصیط. گرفت

 میزان حداقل. یافت افزایش برابر 6 زاییریشه

 MS هورمون بدون تیمار به نیز بررسی مورد صاا 

 داریمعنی تااو  ریشه تر وزن در که است مربوط

 . (Yari et al., 2011)ندارد DKW با

هرای وسریو و نیرز اهمیرت     کراربرد  با توجه به

های رویشری در اصرلاح   دستیابی به کالو  و جنین

 دسرتیابی با هدف  تصقی  این گیاه گردو گونه پکان،

 زایری زایی و نیرز جنرین  کالو  هایدستورالعمل به

مناسبی از تنظری   رویشی این گونه درختی با ترکیب 

 انجاع گرفت.های رشد گیاهی کننده
 

هاموادوروش

هرای  های تازه و سراقه در پژوهش حارر سرشاخه  

حاوی گره گیاه گردو گرمسیری گونه درختی پکران  

جدا سرازی و بره آزمایشرگاه دانشرکده کشراورزی      
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دانشگاه آزاد اسلامی واحرد شوشرتر انتقرال یافتنرد.     

هرا بره منروان    ز میرانگره ق عا  حاوی دمبرگ و نیر 

ریزنمونرره در نظررر گرفترره شررد. دسررتیابی برره بافررت 

هرای  کالو  از ساقه های حاوی گره و نیز دمبررگ 

تواند به جدیرد برودن و نروآوری تصقیر      جوان می

 بیافزاید.  

 برای روش ممکن مناسبترین جهت دستیابی به 

پرس از   نمونه ها در رق  مورد م العره  کردن سترون

ها با آب به مد  نری  سرامت و   ریزنمونهشستشوی 

ثانیره،   15درصد بره مرد     ۷0غوگه وری در الکل 

بازه زمانی  6% )در 20شش تیمار هیپوکیریت سدی  

دقیقه( در قالب یک گرح کراملا    11و9، ۷، 5، 3، 1

پرس از گری    .تدادفی در چهار تکرار اسرتااده شرد  

 کشرت  طیمصر  هرا در مراحل رد ماونی ریز نمونره 

DKW  (Driver & Kuniyuki, 1984)  قرار گرفرت

به اتاقک رشد )انکوباتور( در شررایط تراریکی برا     و

درجره سرانتیگراد منتقرل     25تهویه مناسب و دمرای  

زایری در مصریط کشرت     شدند. برای القرای کرالو   

DKW    هرای   زایری برا غیظرت   هشت تیمرار کرالو

در یرک آزمرایش    NAAو  D-2,4  مختیای از اکسین

فاکتوریل در قالب گررح کراملا تدرادفی برا چهرار      

هورمرون   A(. فراکتور  1تکرار استااده شد )جردول  

2,4-D  ( گررع در  مییری  4و  3، 2، 1با چهار غیظرت

 5/0در دو غیظت ) NAAهورمون  Bلیتر( و فاکتور 

نگهرداری   مییی گررع در لیترر( اسرتااده شردند.     1و 

ترا پایران هاتره چهرارع     ها در شرایط تاریکی  کالو 

صررور  گرفررت. پررس از چهررار هاترره از کشررت،   

های حاصل در مصیط کشت جدید با همران   کالو 

های رشد کشت داده شدند.  ترکیب قبیی از هورمون

ها هر چهار هاته یکبرار انجراع شرد.     باززایی کالو 

فنولیرک در گیاهران چروبی بره     تشکیل ترکیبا  پیی

گرردو نیرز در   کررا  گرزارش گردیرده اسرت و در     

گزارشا  متعدد به راهکارهای موثری پرداخته شده 

است که یکی از این راهکارها استااده از زغال فعال 

بردین   .(Ehtesham Nia & Gholami, 2017)است 

های کشت کرالو   ها به مصیطمنظور ابتدا ریزنمونه

حاوی زغال فعال ) ساخت شرکت دایجونر  کرره   

هاته، ریزنمونه ها از  4پس از جنوبی( انتقال یافتند. 

مصیط کشت زغال فعال مجددا به مصیط های کشت 

 زایی ساده انتقال یافتند.  کالو 

زایی سوماتیکی، ترکیبا  متااوتی از به منظور جنین

TDZ (   و  6و  4، 2در سه س )میکرومولار

NAA ( 5/0و  2/0در دو غیظت  )میکرومولار

گرح کاملا فاکتوریل در قالب  در یک آزمایش

تکرار مورد بررسی قرار گرفت  4تدادفی در 

ها به  (. پس از انتقال ریزنمونه2)جدول 

واحدهای کشت، واحدهای کشت به اتاقک 

سامت  8سامت روشنایی و  16رشد با سیکل 

انتقال یافتند.  C 25˚تاریکی با درجه حرار  

جنین های بدست آمده جهت افزایش رشد و 

 . هورمون انتقال یافتند نمو به مصیط کشت فاقد

 SASها با استااده از نرع افزار آماری تمامی داده

 سهیمقا( مورد تجزیه و تصییل قرار گرفتند. 1/9)

 5در س   آماری به روش دانکن  مارهایت نیانگیم

ها نیز با استااده از درصد انجاع گردید. هیستوگراع

 .( بدست آمد2013نرع افزار اکسل )
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تیمارهایاعمالشدهجهتالقاکالوسزایی-1جدول

 تیمار شماره

1 2,4-D  گرع و مییی 1به میزانNAA  گرع در لیترمییی 5/0به میزان 

2 2,4-D  گرع و مییی 1به میزانNAA  گرع در لیترمییی 1به میزان 

3 2,4-D  گرع و مییی 2به میزانNAA  گرع در لیترمییی 5/0به میزان 

4 2,4-D  گرع و مییی 2به میزانNAA  گرع در لیترمییی 1به میزان 

5 2,4-D  گرع و مییی 3به میزانNAA  گرع در لیترمییی 5/0به میزان 

6 2,4-D  گرع و مییی 3به میزانNAA  گرع در لیترمییی 1به میزان 

۷ 2,4-D  گرع و مییی 4به میزانNAA  گرع در لیترمییی 5/0به میزان 

8 2,4-D  گرع و مییی 4به میزانNAA  گرع در لیترمییی 1به میزان 

زاییتیمارهایاعمالشدهجهتالقاجنین-2جدول

 تیمار شماره

1 TDZ  میکرومولار و  2به میزانNAA  میکرومولار 2/0به میزان 

2 TDZ  میکرومولار و  2به میزانNAA  میکرومولار 5/0به میزان 

3 TDZ  میکرومولار و  4به میزانNAA  میکرومولار 2/0به میزان 

4 TDZ  میکرومولار و  4به میزانNAA  میکرومولار 5/0به میزان 

5 TDZ  میکرومولار و  6به میزانNAA  میکرومولار 2/0به میزان 

6 TDZ  میکرومولار و  6به میزانNAA  میکرومولار 5/0به میزان 

 

 نتایجوبحث

نتای  تجزیه واریرانس داده هرای حاصرل از    

( 3اممال تیمارهای مختی  سترون سرازی )جردول  

اخرتلاف  ریزنمونه های گردو رق  پکان نشان دهنده 

  درصد بود. 5در س   آماری  این تیمارها معنی دار

مقایسرره میررانگین دانکررن  نتررای  حاصررل از 

دهد که تیمار غوگره وری در  ( نیز نشان می1)شکل 

ثانیره و نیرز اسرتااده از     15درصد به مد   ۷0الکل 

برا    دقیقره  5به مرد    درصد  20هیپوکیریت سدی  

ریزنمونه سترون و سال  بهترین نتیجره را   9میانگین 

ها به همراه داشته است و در سترون سازی ریزنمونه

ه تیمارها اختلاف معنی داری دارد. گزارشرا   با بقی

متعددی در استااده از هیپوکیریت سدی  به تنهایی و 

% جهت سترون سازی انواع ۷0یا در ترکیب با الکل 

ریزنمونه های تهیه شده در گیاه گرردو وجرود دارد.   

هررای سرشرراخه سررازیسررتروندر تصقیقرری جهررت 

وگره  غتررین روش را  مناسب انتهایی گردوی ایرانی

درصرد بره    ۷0ها در مصیرول اتانرل   ور کردن جوانه

مررد  یررک دقیقرره و بعررد اسررتااده از مصیررول      

دقیقرره  1.5درصررد برره مررد   1/0کیرورمرکوریررک 

 .(Imam, 2004)منوان کرد 
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نتایجتجزیهواریانستیمارهایمختلفسترونسازیدرگردورقمپکان-3جدول

 میانگین مربعا  درجه آزادی تغییرا منبو 

 54/44* 5 تیمار سترون سازی

 34۷/0 18 خ ا

 95/9 23 کل

 

 

های.)میانگینگردورقمپکانردمقایسهمیانگینتیمارهایسترونسازی،میانگینتعدادریزنمونههایسالموستروندرهرتیمار-1شکل

گیرند(درصدنداشنهودریگگروهقرارمی5درسطحداریدارایحروفمشترکتفاوتآماریمعنی

 

 زاییکالوس

 برای هیاول ماده منوان به کالو  که ییآنجا از

 زین و هیثانو هایتیمتابول دیتول و یسیول هایکشت

 باشد،یم رروری  یرمستقیغ روش به چهاهیگ دیتول

 جهت رشد هایکننده  یتنظ از ینیمع غیظت لذا

 دیاس کیاست یدیکیروفنوکس ریتأث کالو ، دیتول

(2,4-D) دیاس کیاست نیناال و (NAA )زانیم بر 

 درون طیشرا در رق  پکان گردو کالو  دیتول

. نتای  حاصل از گرفت قرار یبررس مورد ایشهیش

-تجزیه واریانس تیمارهای مختی  کالو 

تیمارها اختلاف ( نیز نشان داد که بین 4زایی)جدول

 وجود دارد. همچنین α =01/0داری در س   معنی

 بر (1هورمون مورد استااده )جدول  متقابل دو اثر

 یک احتمال س   در شده تولید هایتعداد کالو 

 که است ماهوع بدان این داشتند داراثر معنی درصد

 مورد صات بر تأثیر نظر از مورد م العه فاکتورهای

 کنندنمی ممل یکدیگر مستقل از صور  به م العه

مقایسه میانگین اثر  .باشندمی یکدیگر به وابسته و

بر  NAAو  D-4-2( دو هورمون 2متقابل )شکل

زایی رق  پکان گردو نشان داد بیشترین کالو 

 3به میزان  D-2,4) 5 تیمار زایی درتعداد کالو 

گرع در لیتر( مییی 5/0به میزان  NAAگرع و مییی

 درصد(، 95) ریزنمونه 10 کالو  از 5/9میانگین با 

 به بستگی کالو  تولید به دست آمده است. میزان

 کشت مصیط در های به کار رفتههورمون ترکیب

 سیتوکنین و های اکسینهورمون بین تعادل و دارد

به  و مه   تعیین کننده مورفولوژیکی فاکتور یک

اثرا   بین البته (Abbasi et al. 2007)میرود  شمار

کالو   در NAAو  D-4 ,2 هایهورمون متقابل

 به گوریکه نداشت، وجود متقابل افزایشی اثر زایی
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کالو  درصد بیشترین غیظت هورمونها بالاترین در

د در نش مشاهده رق  پکان هایریزنمونه زایی در

 در که کردند گزارش (Kaur et al., 2006)حالی که 

 غالب حالت جا نابه هایریشه اکسین ک  غیظت

ولی در غیظت  کندمی تصریک را زاییانداع و دارد

گیرد و زیاد اکسین تشکیل ریشه صور  نمی

 و هاافتد. نقش اکسینتشکیل کالو  اتااق می

 در فرایندهای مورفوژنز در آنها بین متقابل اثرا 

است  شده اثبا  خوبی به اندامها تمایز گی

(Hosseini-Nasr & Rashid, 2002) با این حال .

 خییی یهاغیظت کهشد  گزارشدر تصقیقی دیگر 

 یهاژن بیان یبرا است ممکن D-2,4 هورمون ادیز

 بافته ییززدایتما و سیولی تقسی  در درگیر

که با نتای  این آزمایش نیز م ابقت  باشد مهارکننده

زایی در دارد به گوری که کمترین میزان کالو 

به دست آمد که متعی  به  D-2,4بالاترین غیظت 

گرع و مییی 4به میزان  D-2,4) 8تیمار شماره 

NAA  گرع در لیتر( بود و البته با مییی 1به میزان

گرع و مییی 4به میزان  D-2,4) ۷تیمار شماره 

NAA  گرع در لیتر( نیز اختلاف مییی 5/0به میزان

در  .(Mahmoud et al., 2012)داری نداشت معنی

ا افزایش میزان اکسین از ز منوان نمودند بتصقیقی نی

، درصد و D-4 ,2 گرع در لیتر برایمییی 2یک به 

داشت که داری زایی نیز کاهش معنیحج  کالو 

این نتیجه را به سمیت یا اثرا  منای کالو  به 

 Beyramizade)ند مقادیر زیادتر اکسین نسبت داد

et al., 2020) .(Peyghamzedeh et al. 2011) 
-در غیظت IBAچنین در گزارشی دو هورمون هم

-مییی 5/1در غیظت  BAPو نیز  1/0تا  01/0های 

توانند موجب گرع در لیتر بدور  ترکیبی می

های نابالغ گردند. در این تشکیل کالو  از جنین

پژوهش به دو دلیل از ترکیبا  هورمونی توصیه 

شده توسط این مصققین استااده نگردید. دلیل اول 

آنکه ترکیبا  توصیه شده توسط این مصققین برای 

-کشت جنین نابالغ بوده که از نظر میزان هورمون

-زا کاملا متااو  با سرشاخه و نیز بخشهای درون

باشد. معرفی یک پروتوکول های حاوی گره می

برای یک گونه گیاهی و بر روی یک نوع ریزنمونه 

ها و هخا  به معنای موثر بودن آن برای سایر گون

باشد. دوع آنکه هایی نمیها و یا انداعیا سایر بافت

مقایسه دو هورمون اکسین متداول و ارزان قیمت 

در  (NAA) و نیز ناتالن استیک اسید D-2,4شامل 

مقایسه با دو هورمون گران قیمت ایندول بوتیریک 

بامث  (BA)و نیز بنزیل آمینوپورین  (IBA)اسید 

زایی های تجاری جنینشود که در برنامهمی

-غیرمستقی  که از گری  بافت کالو  حاصل می

زایی به استااده از شود، مصققین در برنامه کالو 

 های ارزان قیمت توجه بیشتری نشان دهند. هورمون
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گردورقمپکاندرمختلفکالوسزایی،نتایجتجزیهواریانستیمارهای-4جدول

 میانگین مربعا  درجه آزادی منبو تغییرا 

 1/19** ۷ تیمار کالو  سازی

 A (2,4-D) 3 **69/19مامل 

 B (NAA) 1 **53/2مامل 

AB 3 **03/24 

 26/0 24 خ ا

 51/4 31 کل

 

 

(درα=05/0زابهروشدانکن)هایکالوسمیانگینتعدادریزنمونه(بر1زایی)جدولمقایسهمیانگینتیمارهایمختلفکالوس-2شکل

 با داریتفاوتمعنی درصد 5 احتمال سطح در دانکن آزمون اساس بر باشندمی یکسان حروف دارای که تیمارهایی گردورقمپکان.میانگین

 .ندارند هم

زاییجنین

واریرانس تیمارهرای   نتای  حاصل از تجزیره  

( نیز نشان داد که برین  5مختی  جنین زایی)جدول 

 α =01/0داری در سرر   تیمارهررا اخررتلاف معنرری

( نشران  3وجود دارد. نتای  آزمون دانکن نیز )شرکل 

بره   TDZشرامل   5تیمرار شرماره    دهنده این بود که

 2/0بررره میرررزان  NAAمیکرومرررولار و  6میرررزان 

زایرری مررار جنررینمیکرومررولار برره منرروان بهترررین تی

زایری بره همرراه    رویشی بیشترین تراثیر را در جنرین  

کرالو    9داشته اسرت. ایرن تیمرار دارای میرانگین     

در کنار هورمرون   TDZنیز از  مصققینیزا بود. جنین

2,4-D زایرری گررردو اسررتااده نمودنررد برررای جنررین 

(Neuman et al., 1992; Steager et al., 2003) .

را بررای   TDZمیکرومرولار   5هر دو گزارش مقدار 

اند که به نتای  این تصقیر   زایی پیشنهاد نمودهجنین

بسیار نزدیرک اسرت    TDZدر مقدار استااده شده از 

لکن در نوع اکسین بکار رفته م ابقتی با نترای  ایرن   

 NAAتصقی  وجود ندارد. در این م العره، اکسرین   

ایی گرردو  زت. در جنینمورد استااده قرار گرفته اس

گرررع در لیتررر مییرری 5/0تررا  1/0برره میررزان  NAAاز 

زایری در تیمرار   استااده نموده اند. میت افت جنرین 

های رشرد  تواند به افزایش غیظت هورمونشش  می
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 ,.Fernandez et al)خدوصا اکسین مربوط باشرد  

 اثررا   اکثرر  در کره  شرده  گزارش . همچنین(2000

 از شرکل  ایزنگولره  فعالیرت  برا  منصنی یک اکسین،

 گرردد. آنهرا   مشراهده  توانرد می شده استااده غیظت

 بالا، اکسین معمرولا  هایغیظت در که دادند پیشنهاد

 George et)زایری دارد  رشد جنین دارنده باز حالت

al., 2008)میرت  بره  معمرولا  دارنرده  براز  اثرر  . این 

 اکسرین  برالای  هرای غیظرت  در اتریین  تولید افزایش

 برررای م العرره ایررن نتررای  حررال هررر در. اسررت

 میکررو  5/0 برالای  غیظت که داد نشان NAAاکسین

 کاهش به منجر و داشته دارنده باز تواند اثرمی مولار

ایرن نکتره نبایرد     گرردد.  سوماتیکی هایجنین تولید

 از توانرد مری  شرده  اشراره  فراموش گردد که غیظرت 

 از و دیگرر  گیاه به گیاهی از دیگر، اکسین به اکسینی

 .باشد متااو  نموی دیگر مرحیه تا نموی ی مرحیه

-می نمو پیشرفته مراحل به که بدنی هایجنین

 نوری شرایط تصت کیروفیل سنتز به شروع رسیدند،

 رسیدگی و بیوغ یپروسه اینکه مصض به نمودند.

 هایشود، جنینمی کامل و افتدمی اتااق جنین

 بدست را نرمال رن  سبز هایرنگدانه سوماتیکی

 ترد، مصتوی زاجنین هایکالو  .آورند می

 کشیده و کوچک رن  شیری گیوبولار سیولهای

 .گرفتند شکل هاجنین آنها از واقو در که بوده

 گردو رق  پکاندر زایی نتای  تجزیه واریانس تیمارهای مختی  جنین -5جدول

 میانگین مربعا  درجه آزادی منبو تغییرا 

 94/23** 5 تیمار جنین سازی

 A 2 **16/6مامل 

 B 1 **04/۷0مامل 
AB 2 **66/18 

 23/0 18 خ ا

 38/5 23 کل تدصی  شده

 

 

هرتیمارواختلافاتبینتیمارهاازطریقآزموندانکنزابرایهایجنینزایی،میانگینتعدادکالوستیمارهایجنین-3شکل

(05/0= (αدرصد5احتمالسطحدردانکنآزموناساسبرباشندمیکسانیحروفیکهداراییمیانگینتیمارهاگردورقمپکان.در

باهمندارند.داریمعنیتفاوت
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 گیرینتیجه

یکی از کاربردی تررین  های سوماتیکی جنین

دستاوردهای تکنولوژی کشت بافت گیراهی اسرت.   

جنین زایی سوماتیکی دارای پتانسریل بسریار برالایی    

پلاس ، ترانساورماسریون و نیرز   برای حااظت از ژرع

. های به نژادی هسرتند تولید بذر مدنومی در برنامه 

های ناشی از تکثیر انبوه گیاهان از سویی دیگر هزینه

-با ارزش اقتدادی بالا هنوز ه  در مقایسه با روش

رسد با بهرره گیرری   های معمول بالاست. به نظر می

تروان میرزان تکثیرر    میزایی بدنی از تکنولوژی جنین

کیون را بره میرزان چنردین برابرر نسربت بره روش       

های تکثیر انرواع  ادی افزایش داد و لذا هزینهریزازدی

های گیاهی برا ارزش نظیرر گرردو را بره روش     گونه

کشت بافت تقییل یابد. نتای  حاصل از ایرن تصقیر    

زایری و نیرز   های کرالو  جهت پیشنهاد دستورالعمل

جنین زایی در گردوی گرمسیری رقر  پکران نشران    

گرع در لیتر مییی 3 باکه  DKWمصیط کشت  داد که

2,4-D  گرع در لیتر مییی 5/0و NAA   تکمیل شرده

زایی به همراه داشت. بود بهترین نتیجه را در کالو 

TDZ  میکرومررولار برره همررراه  6در مقرردار NAA 

زایی میکرومولار بهترین نتیجه را در جنین 2/0میزان

از آنجرایی کره   های حاصل به همراه داشتند. کالو 

های مختی  از نظر میرزان  وتیپها و حتی اکژنوتیپ

گرردد ترا   زا متااوتند، توصیه مری های درونهورمون

هرای منراگ    های گردو و یا اکوتیپبرای سایر گونه

های معرفی شده پریش از  دیگر، کارآمدی پروتوکول

شروع یرک برنامره اصرلاحی مرورد آزمرایش قررار       

گیرند. همچنین نروع بافرت انتخراب شرده در ایرن      

ند بر نوع و غیظرت هورمونهرای درون   تواتصقی  می

 زا تاثیر گذار باشد. 

 

 
REFRENCES 

 

Abbasi, B., Saxena, P.K., Murch, S.J. and Liu, C.Z., 2007. Echinacea biotechnology: 

Challenges and opportunities. In Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant, 43: 

481-492. 

Bagheri, A., Saffari, M. 2009. In vitro culture of higher plants. Ferdowsi University of 

Mashhad, Mashhad, Iran. p. 406. 

Beyramizadeh E., Arminian A., Fazeli. 2020. Impact of growth regulators on callus 

formation and regeneration of ornamental plant zamiifolia. Journal of Cell & Tissue. 

11(3). Pages 221-232. https://doi.org/10.52547/JCT.11.3.221 

Ehtesham Nia, A. and Gholami, M. 2017. Investigating phenolic compounds leached from 

single-node walnut cuttings in DKW liquid culture medium. Technology of plant 

products, volume 18, number one. pp. 13-31. 

FAO. 2014. FAOSTAT database results. http://faostat3.Fao.org.faostat. 

https://doi.org/10.52547/JCT.11.3.221
http://faostat3.fao.org.faostat/


 35 ......ییزانیوجنزایی¬رشدبرکالوسهای¬کننده¬میاثرتنظیبررس:وهمکاراندلی 

 

 
 

Fernandez H, Perez C, Sanchez-Tames R. 2000. Modulation of the morphogenic potential 

of the embryonic axis of Juglans regia by cultural conditions. Plant Growth Regul. 30: 

125-131. 

George EF. Hall MA. De Klerk G. 2008. Plant propagation by tissue culture- 3rd Ed. The 

Background. 504. 

Haj Hosni, N., Hosseini Moghadam, H. Hossein Sabouri, H. and Zarei. M. 2018. 

Investigating the effect of the type of culture medium on walnut processing in glass 

culture. The first national conference on novel ideas in agriculture and natural 

resources. Page 534. (In Farsi) 

Hosseini-Nasr, M. and Rashid, A., 2002. Thidiazuron induced shoot-bud formation on root 

segments of Albizzia julibrissin is an apex-controlled, light independent and calcium-

mediated response. Plant Growth Regulation, 36: 81–85. 

Imam M. 2004. Asexual regeneration of mature Juglans regia by shoot tip culture. 

Pajouhesh and Sazandegi. 63:10-15. 

Kaur, R., N, Sharma. K. Kumar., D. R. Sharma., and S. D. Sharma., 2006. Germination of 

walnut (Juglans regia L.) embryos. Scientia Horticulturae. 109, 385 388. 

Mahmoud, I., Razzaq, A., Khan, Z.U.D., Hafez, I.A. and Kaleem, S., 2012. Evaluation of 

tissue culture responses of promising Wheat (Triticum aestivum L.) cultivars and 

development of efficient regeneration system. Pakistan Journal of Botany, 44:277-284. 

Mirjani, L. and M. Emam. 2021. Effective factors of growth regulators on 

micropropagation of medicinal plant of (Myrtus communis L.). Iranian Journal of 

Rangelands and Forests Plant Breeding and Genetic Research, Vol. 29, No.1. 

Pages 138-147. 

Mostafavi. A. 2008. Walnut proliferation under in vitro conditions in embryo culture, 6th 

Horticultural Science Congress. 

Nejati Saravi, N. Babaian Jolodar, n. Bagheri, N. Pakdin Parisi, A. 2018. Investigating the 

effect of explant and different levels of NAA and 2-4-D hormones to induce callus in 

GLYCINE MAX soybean plant. The 6th National Conference of Medicinal Plants of 

Traditional Medicine and Organic Agriculture 

Neuman MC, Preece JE, Van Sambeek JW, Gaffney GR. 1993. Somatic embryogenesis 

and callus production from cotyledon explants of Eastern black walnut. Plant Cell 

Tissue Organ Culture, 32: 9-18. 

Payghamzadeh K., and Kazemitabar S.K.  2011. The effect of two types of culture 

medium, gibberellic acid and several physical factors on the germination of embryosis 

Iranian walnut (Juglans regia L). Journal of Horticultural Science. Vol. 25, No. 1, P. 

45-54 

Payghamzadeh K., and Kazemitabar S.K. 2010a. The effects of BAP and IBA and 

genotypes on in vitro germination of immature walnut embryos. International Journal of 

Plant Production. 4 (4), Pp: 309-322. 

Sadata YA, Hennerty MJ. 2002. Factors affecting the shoot multiplication of Persian 

walnut (Juglans regia L.). Sci. Horticult. 95:251-260. 

SAS Institute. 1997. SAS/STAT user’s guid. Version, 6.12., SAS Inst. Cary. NC. 



 36 ......ییزانیوجنزایی¬رشدبرکالوسهای¬کننده¬میاثرتنظیبررس:وهمکاراندلی 

 

 
 

Statistics of the Ministry of Agricultural-Jahad of Iran. 2020. 

Steger, M.M., Preece, L.E., Hammerschlag, F., Saxena, P. 2003. The influence of source 

tree on somatic embryogenesis from eastern black walnut (Juglans nigra) immature 

cotyledons. Acta Hortic. 625:249-252. 

Tehami, S.K. Ochi Ardabili, M. Farrokhi, J. 2015. Investigating the effect of plant growth 

regulators on callus formation of walnut (juglans Regia L.) in vitro conditions. The third 

scientific research congress of development and promotion of agricultural sciences, 

natural resources and environment of Iran 

Yari, M. B., Gholami, M. and Ezniashri, M. 2011. The effect of sampling time, type and 

arrangement of explant culture and type of antioxidant on the establishment and growth 

of Iranian walnut explants in vitro. Journal of Horticultural Sciences of Iran, 42 (2) 141-

149. 

zaker Bostan Abad S, Bakhshi Khaniki G, Mohsennejad F. Asexual Reproduction of 

Juglans regia L. by using Growth Regulators of IBA and 2,4-D. NCMBJ. 2012; 2 

(5):45-51 . 

    



Sustainable Agricultural Science Research /Vol. 4/No. 1/Spring 2024/P: 25 -37 

https://www.sarj.iauk.ac.ir 

 

 

Investigating the Effect of Growth Regulators on Callus Formation and 

Vegetative Embryogenesis of Pecan Walnut (Carya illinoensis) Under in 

Vitro Conditions 

 

Mohammad Dali
1
, Mohammad Motamedi

*2
 and Shahab Sadat Jafari

3
  

1
Graduated from the Department of Plant Production and Genetics, Ahvaz Branch, Islamic Azad 

University, Ahvaz, Iran. 
2
Assistant Professor, Department of Plant Production and Genetics, Shoushtar Branch, Islamic Azad 

University, Shoushtar, Iran 
3
Assistant Professor, Department of Plant Production and Genetics, Ahvaz Branch, Islamic Azad 

University, Ahvaz, Iran. 
*
Corresponding Author’s Email: Motamedi555@gmail.com 

(Received: March. 1, 2024– Accepted: April. 3, 2024)  

 

ABSTRACT 
 

Walnut (Carya illinoensis) is a plant with a high economic value, and the use of micro 

propagation techniques will be very effective in the vegetative propagation of uniform 

superior cultivars and genotypes. In order to optimize walnut tissue culture, in this research, 

fresh branches of Pekan variety trees were separated and transferred to the laboratory. For 

sterilization, callus formation and somatic embryogenesis, three experiments were performed 

with different treatments. Six sterilization treatments in a completely randomized design with 

4 replications were considered for this research. In order to obtain callus, DKW culture 

medium was considered as the basic culture medium. 8 treatments of callus formation were 

investigated in a completely randomized design in 3 replications. In order to achieve indirect 

somatic embryogenesis, different combinations of TDZ and NAA were investigated in a 

completely randomized design in 4 replications. The results of analysis of variance of 

sterilization data indicated the existence of a significant difference between the mentioned 

treatments. The results of sterilization treatments showed 20% sodium hypochlorite for 5 

minutes along with 70% alcohol for 15 seconds as the best result for sterilization of explants. 

DKW medium supplemented with 3 mg/L 2, 4-D and 0.5 mg/L NAA gave the best result in 

callus formation. TDZ in the amount of 6 μM along with NAA in the amount of 0.2 μM had 

the best results in the embryogenesis of the resulting callus. 
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